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"摘要#
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目的
!

采用
4

#

)

肾切除法建立大鼠慢性肾衰动物模型!以中药复方剂)降浊颗粒*治疗!观察并评价其对
T6e

肠道

免疫功能的影响&方法
!

K#+>;9

大鼠造模后分为降浊颗粒高'中'低剂量组!贝那普利组!假手术组!模型对照组!分别给予降浊颗

粒
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P
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V$

-

!

V$及贝那普利
$&1F

A
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P

A

V$

-

!

V$灌胃!假手术组及模型对照组予生理盐水
1F\

-

P

A

V$

-

!

V$

灌胃!疗程
)%!

&观察治疗前后肌酐'尿素氮变化!同时测定血清及肠道
OS

A

7

水平!以及
F6d7

及蛋白表达&结果
!

贝那普利

组'降浊颗粒各剂量组血清
Qid

'

O<9

水平明显低于模型对照组"

G

$

%&%4

$%

R\SO7

'蛋白表达与
68.[T6

结果比较!贝那普利组'

降浊颗粒各剂量组与模型对照组比较!肠道
S

A

7

蛋白和
F6d7

表达显著升高"

G

$

%&%4

$!降浊颗粒高'中剂量组与贝那普利组比

较!明显升高"

G

$

%&%4

$&结论
!

降浊颗粒有独立于具有改善肾功能的作用!此外对
T6e

肠道免疫功能也有一定的改善作用&
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降浊颗粒是我国古典中药学的精华#其方剂出于/金匮要

略0#本研究通过动物实验#观察降浊颗粒治疗
4

"

)

肾切除

T6e

大鼠后#其肠道局部分泌型免疫球蛋白$

OS

A

7

%的变化规

律#以揭示药物对
T6e

合并消化道症状治疗作用的机理#为今

后临床中治疗本病提供可靠的科学依据)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

药物和试剂盒
!

降浊颗粒购于云南理想药业有限公

司(盐酸贝那普利$洛丁新%购于北京诺华制药有限公司(大鼠

黏膜局部抗体$

S

A

7

%及
OS

A

7

检测酶联免疫吸附剂测定

$

R\SO7

%试剂盒#购于苏州卡尔文生物科技有限公司)

?&?&@

!

实验动物
!

清洁级雄性
K#+>;9

大鼠
$1%

只&动物合格

证号!

OT_a

$川%

1%$%.$4

'#大鼠体质量为$

1%%h1%

%

A

#购于四

川省医学科学院实验动物研究)大鼠放置于代谢笼内进行饲

养#造模前经检查所有大鼠均无蛋白尿)

?&?&A

!

主要仪器
!

台式高速离心机$

Z8$).'

%为北京时代北

利离心机有限公司生产(酶标仪$

Yi\8ROa7d Ya'

%为

8=:9F"

公司生产(隔热式电热恒温培养箱$

32[.01%

%为北京

市光明医疗仪器厂生产(电热恒温鼓风干燥箱$

32Z.($%$

%为

上海鸿都电子科技有限公司生产(立式压力蒸汽灭菌器

$

\3f_.4%aQO

%为上海申安医疗器械厂生产(

Of

系列自动纯

水蒸馏器为上海亚荣生化仪器厂生产)

?&@

!

方法

?&@&?

!

动物模型制作
!

麻醉后以大鼠肋脊角为标志#其左侧

背部做
1

!

'<F

切口#充分暴露左侧肾脏#剥离周围脂肪及肾

包膜#止血钳夹住肾动脉#切除
1

"

'

肾充分止血后甲硝唑注射

液冲洗伤口#缝合腹腔)

$

周后同法切除右肾)假手术组方法

相同#但不切除肾)

?&@&@

!

动物分组与处理
!

造模时#选择
$-

只大鼠作为假手术

组#其余
$%'

只经肾
4

"

)

切除术建立
T6e

大鼠模型$手术组%)

(1'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期

"

基金项目!

1%$'

年云南省自然科学基金$

1%$$ef14/

%)

!

作者简介$王坚$

$()/V

%#副主任医师#硕士#主要从事慢性肾功能不全及血液净

化研究)

!

#

!

通讯作者#

R.F;#?

!

$%1%'-(4'-

"HH

&<"F

)



$%'

只大鼠经造模#死亡
$'

只#存活
(%

只)存活的大鼠选取

$%

只处死#观察大鼠肾脏苏木素
.

伊红$

2R

%染色(其余
/%

只则

分为降浊颗粒高剂量组*降浊颗粒中剂量组*降浊颗粒低剂量

组*贝那普利组#以及模型对照组#每组分别为
$)

只)

?&@&A

!

给药方法
!

降浊颗粒低*中*高剂量治疗组分别给予降

浊颗粒
0&%4

A

1

P

A

V$

1

!

V$

*

/&$

A

1

P

A

V$

1

!

V$

#以及
$)&1

A

1

P

A

V$

1

!

V$

)贝那普利治疗组给予
$&1F

A

1

P

A

V$

1

!

V$贝

那普利悬液灌胃治疗(模型对照组及假手术组给予生理盐水
1

F\

1

P

A

V$

1

!

V$灌胃)治疗时间
)%!

)

?&@&B

!

标本采集与处理
!

各组动物在末次给药后禁食及禁水

$1=

)实验时每只动物用抗凝试管中预先加入
%&'F"?

"

\)%

)

\

的乙二胺四乙酸$

R387

%及
)%

)

\

的抑肽酶#取血
'

!

4

F\

#置于冰水中#于
0g

下
0%%%9

"

F#,

分离
1%F#,

#取血清后

分装#

V-/g

保存待测)脱颈椎处死大鼠#自距肛门
1<F

以

上称取
$%%F

A

肠组织#用
(

倍的磷酸盐缓冲液$

[QO

%匀浆#

'%%%9

"

F#,

离心
1%F#,

#取上清液
V/%g

保存#待测肠道
OS.

A

7

)取残余肾组织#用
$%5

福尔马林固定#待病理检测)

?&@&F

!

检测内容及方法

?&@&F&?

!

血清
!

尿酶法检测血清尿素氮$

Qid

%*苦味酸法检

测血清肌酐$

O<9

%*

R\SO7

法测定
OS

A

7

#具体操作流程完全按

照试剂盒说明)

?&@&F&@

!

组织检测
!

肾组织石蜡切片行
2R

染色#观察肾组

织肾小球系膜细胞增殖*肾小球硬化和肾小管损害程度)肠组

织
R\SO7

法测定
S

A

7

)标本检测由云南省重点高校口腔医学

重点实验室进行检测)

?&@&F&A

!

逆转录
[T6

$

68.[T6

%检测
F6d7

的表达
!

从低

温冰箱中取出肝脏组织#用微量天平称取
'%F

A

#称取后立即

用总
6d7

提取试剂盒提取总
6d7

#提取总
6d7

后立即定

量#定量后每组各取
1

)

A

逆转录
<3d7

#其余总
6d7

置于超

低温冰箱保存#用逆转录试剂盒提供的配置液行
[T6

反应扩

增#

[T6

扩增的条件完全按照引物说明书进行#目的片段扩增

后在
$$%b

*

$

)

\Z:,:e#,!:9

#以及
$&)5

琼脂糖凝胶中电泳

'%F#,

#电泳完成后用凝胶成像仪拍照收集条带图像#采集图

像后用
SF;

A

:L

计算各条带荧光值#全部试验均用
%

.;<>#,

作内

参#每组实验重复
'

次)

?&@&F&B

!

K:+>:9,Q?">

检测蛋白表达
!

称取肝脏组织
$%%

F

A

#称取后立即放入组织裂解液#电动匀浆机制作匀浆#匀浆

液磨好后#

0%%%9

"

F#,

离心#收集上清液#

QT7

法定量#定量后

取各样本
)%

)

A

进行聚丙烯酰胺凝电泳#其余流程均按照常规

方法操作#暗室内与
RT\

发光试剂反应#曝光洗片#扫描图像

后用
SF;

A

:L

计算各条带荧光值#全部试验均用
%

.;<>#,

作内

参#每组实验重复
'

次)

?&A

!

统计学处理
!

采用
O[OO$(&%

软件处理#计量资料用

Oh:

表示#各组间比较采用单因素方差分析#以
G

$

%&%4

为差

异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

一般情况
!

造模成功后#手术组进食量明显少于假手术

组#治疗后大鼠进食有所恢复#但依然少于假手术组(假手术组

鼠毛润泽度明显好于手术组#手术组大鼠鼠毛无光泽#有耸毛

现象#同时卷曲弓背#精神萎靡#懒于活动(贝那普利组和降浊

颗粒各组经过治疗后#其大鼠活动有所增加#但鼠毛变化不大)

给药期间#假手术组无死亡#模型对照组死亡
'

只#贝那普

利组死亡
$

只#降浊颗粒高剂量组死亡
$

只)降浊颗粒中剂量

组死亡
1

只#降浊颗粒低剂量组死亡
1

只)各组动物病死率差

异无统计学意义$

G

%

%&%4

%)

@&@

!

造模成功后大鼠肾脏
2R

染色
!

随机选取手术组大鼠

$%

只#做肾病理
2R

染色#均发现部分肾小球硬化#部分肾小

球代偿性肥大#广泛肾小管萎缩及间质纤维化等表现#见图
$

)

!!

7

*

Q

!正常肾小球(

T

!肾小管固缩性坏死*纤维化(

3

!肾小管坏死*扩张*管型)

图
$

!!

2R

染色结果%

]$%%

&

@&A

!

切除术
-

周后大鼠肾脏
Qid

*

O<9

比较
!

手术组大鼠

Qid

*

O<9

明显增高#与假手术组比差异有统计学意义$

G

$

%&%4

%#见表
$

)

表
$

!!

4

(

)

肾切除术后
-

周
O<9

'

Qid

的变化%

Oh:

&

组别
% Qid

$

FF"?

"

\

%

O<9

$

)

F"?

"

\

%

假手术组
$- )&1'h1&1) -4&'$h1&-0

手术组
-$ $1&'%h'&'4

;

$/%&0$h$$&-1

;

!!

;

!

G

$

%&%4

#与假手术组比较)

@&B

!

血生化检查
!

治疗后各组大鼠
O<9

*

Qid

情况见表
1

)

@&F

!

血清
OS

A

7

及肠道
S

A

7

检查
!

各组间血清
OS

A

7

差异无

统计学意义$

G

%

%&%4

%(贝那普利组*降浊颗粒各剂量组与模

型对照组比较#贝那普利组*降浊颗粒各剂量组肠道
S

A

7

明显

升高$

G

$

%&%4

%(与贝那普利组比较#降浊颗粒高*中剂量组肠

道
S

A

7

显著升高$

G

$

%&%4

%#见表
'

)

@&G

!

肠道
S

A

7 F6d7

表达
!

肠道
S

A

7 F6d7

表达结果显

示#贝那普利组*降浊颗粒各剂量组与模型对照组比较#贝那普

利组*降浊颗粒各剂量组肠道
S

A

7F6d7

表达明显升高$

G

$

%&%4

%(与贝那普利组比较#降浊颗粒高*中剂量组肠道
S

A

7

F6d7

表达显著升高$

G

$

%&%4

%#见图
1

)

表
1

!!

治疗结束时各组大鼠
O<9

'

Qid

%

Oh:

&

组别
% Qid

$

FF"?

"

\

%

O<9

$

)

F"?

"

\

%

假手术组
$- 4&/1h%&-$ -4&0%h)&(-

模型对照组
$'

$4&)-h$&%1

;

1'-&/%h(&$%

;

贝那普利组
$4

$%&%0h$&14

;G

$11&)$h4&4(

;G

降浊颗粒高剂量组
$4

(&/1h$&0$

;G

$$(&'4h4&/-

;G

降浊颗粒中剂量组
$0

(&(/h$&41

;G

$10&4%h4&-$

;G

降浊颗粒低剂量组
$0

$%&4)h$&$-

;G

$1(&)(h4&41

;G

!!

;

!

G

$

%&%4

#与假手术组比较(

G

!

G

$

%&%4

#与模型对照组比较)

@&R

!

肠道
S

A

7

蛋白表达
!

肠道
S

A

7

蛋白表达结果与
F6d7

%''
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表达结果基本一致#贝那普利组*各治疗组与模型对照组比较#

贝那普利组*降浊颗粒各剂量组
S

A

7

蛋白表达明显升高$

G

$

%&%4

%(与贝那普利组相比#降浊颗粒高*中剂量组肠道
S

A

7

蛋

白表达也显著升高$

G

$

%&%4

%#见图
'

)

表
'

!!

治疗结束时各组大鼠
OS

A

7

及肠道
S

A

7

情况%

Oh:

&

组别
%

血清
OS

A

7

$

)

A

"

F\

% 肠道
S

A

7

$

)

A

"

F\

%

假手术组
$- $1&'$h%&($ $0&4/h$&$0

模型对照组
$' $$&0'h$&%)

$$&0'h$&$/

;

贝那普利组
$4 $1&$-h1&$0 $'&0%h$&$-

G

降浊颗粒高剂量组
$4 $'&$'h1&1$

$)&40h%&)-

G<

降浊颗粒中剂量组
$0 $1&$)h1&04 $4&)$h1&1$

G<

降浊颗粒低剂量组
$0 $1&44h%&)(

$0&4(h%&0-

G

!!

;

!

G

$

%&%4

#与假手术组比较(

G

!

G

$

%&%4

#与模型对照组比较(

<

!

G

$

%&%4

#与贝那普利组比较)

!

;

!假手术组(

G

!模型对照组(

<

!贝那普利组(

!

!降浊颗粒高剂量组(

:

!

降浊颗粒中剂量组(

@

!降浊颗粒低剂量组)

"

!

G

$

%&%4

#与模型对照组

比较(

(

!

G

$

%&%4

#与贝那普利组比较)

图
1

!!

治疗后大鼠肠道提取液
S

A

7F6d7

表达

!!

;

!假手术组(

G

!模型对照组(

<

!贝那普利组(

!

!降浊颗粒高剂量组(

:

!降浊颗粒中剂量组(

@

!降浊颗粒低剂量组)

"

!

G

$

%&%4

#与模型对照

组比较(

(

!

G

$

%&%4

#与贝那普利组比较)

图
'

!!

治疗后大鼠肠道提取液
S

A

7

蛋白表达

A

!

讨
!!

论

国外已有多项研究表明#贝那普利对多种病因所致的慢性

肾功能不全患者具有一定的肾功能保护作用&

$.'

'

)本次动物实

验进一步证实了降浊颗粒可改善肾功能#其作用与贝那普利基

本相当)

T6e

时肠道屏障功能是受损的&

0.4

'

#肠道黏膜屏障功能受

损又会反作用使得
T6e

病情加重&

)

'

#这主要是肠道黏膜屏障

的受损会使得肠道内的细菌特别是内毒素易位#内毒素的异位

可导致单核巨噬细胞系统激活#进而促进其表达大量的炎性介

质*有害细胞因子*蛋白酶类#以及氧自由基等#上述因子的释

放加重了
T6e

患者的炎症状态#最终使得疾病加重&

-

'

)所以

研究
T6e

患者肠道免疫屏障功能的变化#寻找可以调节肠道

免疫屏障功能的方法#在
T6e

患者治疗中有非常重要的意义)

S

A

7

是肠道黏膜表面的第一道免疫防线#同时也可以作为评价

肠道受损的指标#研究和探讨肾功能不全患者肠道黏膜屏障功

能受损中肠道
S

A

7

的表达具有风向标的意义)

本研究表明#造模后大鼠血清
OS

A

7

虽然差异无统计学意

义#但肠道
S

A

7

表达明显降低$

G

$

%&%4

%#提示
T6e

时肠道免

疫屏障确实有损伤)分析该病导致肠道
S

A

7

减少的原因可能

为大鼠肾脏功能的受损导致其代谢产物排泄减少#代谢产物的

减少导致其在血液中过度堆积#最终导致其经肠黏膜排人肠

腔#为肠道细菌提供了丰富的氮源#使肠道菌群过度生长#造成

菌群失调)而肠道菌群紊乱直接影响
S

A

7

的合成&

/.(

'

)而经过

治疗后#无论是贝那普利组还是各治疗组肠道
S

A

7

水平均有

明显升高$

G

$

%&%4

%#推测随着肾功能的改善#

T6e

大鼠的肠

道免疫功能也有所改善)但值得注意的是降浊颗粒中*高剂量

组肠道
OS

A

7

明显高于贝那普利组#说明降浊颗粒本身具有明

显改善
T6e

肠道免疫屏障功能作用#且这种作用与剂量相关)

推测可能因为该药配方中的益气健脾的成分#尤其是大黄*人

参具有减少自由基产生#全面提高免疫功能#增强网状内皮系

统功能#促 进
S

A

Z

*

S

A

7

*

S

A

Y

生 成 及 淋 巴 细 胞 的 转 化 的

作用&

$%.$'

'

)

综上所述#降浊颗粒不仅独立于具有改善肾功能的作用#

对
T6e

肠道免疫功能也有一定的改善作用)
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原子的简单有机酸盐#是一种有效的组蛋白抑制剂#有报道指

出
d;Q

能减少
<.F

J

<

基因的
F6d7

水平#从而抑制细胞分裂

增殖#促进凋亡#参与细胞分化#直接或间接地影响细胞周期的

自发转换率&

1.'

'

)在恶性黑色素瘤的研究中发现#

d;Q

可将细

胞周期阻滞在
Z

$

"

Z

%

期和
O

期#抑制细胞的增殖&

0

'

)通过查

阅相关文献#将
d;Q

对细胞株作用的浓度锁定在
%

!

1%

FF"?

"

\

)本实验采用
Y88

法#选取了该范围内
'

组浓度梯

度的
d;Q

用于探索其有效抑制浓度#并发现
%&)14

*

$&14%

*

1&4%%

*

4&%%%

*

$%&%%%FF"?

"

\

浓度的
d;Q

作用
10=

后#可以

有效抑制
7TT.1

细胞增殖#且随着药物浓度的增加#细胞存活

率逐渐降低#其作用呈浓度依赖性)因此将这
4

个浓度作为随

后实验浓度)

肿瘤的转移是一个复杂的生物学过程#涉及癌细胞从原发

灶脱落#分泌细胞因子#如基质金属蛋白酶类$

F;>9#NF:>;??".

B

9">:#,;+:+

#

YY[+

%破坏穿透基底膜降解细胞外基质及向远处

转移&

4

'

)

89;,+E:??

小室常用于体外检测细胞迁移和侵袭能

力)有实验证实
YY[.1

与
YY[.(

在
7TT

中的阳性表达率

均明显高于正常唾液腺组织#但远远低于腺样囊性癌细胞高转

移株
7TT.Y

细胞&

)

'

)本实验中各浓度组的
d;Q

对
7TT.1

细

胞的侵袭能力均无明显影响$

G

%

%&%4

%#且只有较高浓度的

d;Q

$浓度在
1&4

*

4&%

*

$%&%FF"?

"

\

%作用于
7TT.1

时#才能抑

制细胞的迁移能力)这可能是因为
7TT.1

细胞自身侵袭能力

较弱#破坏细胞外基质的能力有限#外界药物对其影响有限)

提示
d;Q

对于恶性表型相对较低的
7TT.1

细胞作用并不

突出)

d;Q

是
2YZQ$

的抑制剂#

d;Q

可通过抑制脱乙酰基酶#

引起高乙酰化
2YZQ$

在细胞中聚集#从而被溶酶体摄取分解

并排入胞外#减少
2YZQ$

的产生和释放#下调其基因的表

达&

-

'

)

2YZQ$

可以激活
B

'/

*

Lda

*和
B

01

"

B

00

等
Y7[a

信

号通路#继而激活
YY[.1

*

YY[.(

#使得细胞外基质降解#促

进肿瘤浸润和迁移)

2YZQ$

是模式识别受体$

>"??.?#P:9:<:

B

.

>"9

#

8\6+

%的内源性配体#当大鼠缺乏
8\60

就会减少发展为

肠内肿瘤的风险#且
8\60

在人类许多肿瘤中过表达&

/

'

)在本

实验中#

68.[T6

和
K:+>:9,Q?">

分别从基因和蛋白两个不同

的角度检测不同浓度
d;Q

作用
7TT.1

细胞后
2YZQ$

和

8\60

的表达#得到了一致的结果!较高浓度的
d;Q

作用于

7TT.1

时#可以降低
2YZQ$

和
8\60F6d7

和蛋白的表达

$

G

$

%&%4

%(通过
2YZQ$

与
8\60

蛋白相关分析显示!两者

为正相关#提示
8\60

的表达是随着
2YZQ$

表达的减少而减

少#

2YZQ$

与
8\60

蛋白线性相关系数
2^%&/$%

$

G

$

%&%4

%#说明两者关系较为密切#

8\60

是能与
2YZQ$

结合的

受体之一#他们的结合能调节血管内皮生长因子#增加血管密

度#从而促进肿瘤的发展&

(

'

)所以
d;Q

抑制
2YZQ$

表达从

而改变
7TT

细胞体外生物学行为#可能是通过与其受体

8\60

结合来实现的)

综上所述#正丁酸钠作为一种结肠内的天然副产物#其毒

副作用小#并且可以抑制人体诸多肿瘤细胞的增殖*侵袭和转

移#有望成为一种新型化疗药物)
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